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La presents invention a pour objet I "utilisation de 
pclyseres ou de Mopolymeres pour Is preparation d s «R 
medicament pour 2e traitement de lesions de teuies origines 
af fectant le tractus digestif de la c&vite buccale a 
5 I'extremite anale en medecine humaine ou veterinaire . 

Slie est en outre relative & une composition contenant 
ces palymeres et destine© a un tel traitement. 

La synthese des polymeres CJ4BBS {Carbcxy Methyl 
Dextrane Ssnzylaaine Sulfonate) a ete decrite dans le brevet 
10 FR 2 461 724 ainsi que dans le brevet US 4 740 594. Certains 
de ces polymeres raiment l'heparine et peuvent etre utilises 
en tant que produits de remplaceraent de l'heparine du plasjaa.. 
grace a leurs proprietes anticoagulants et antl complement. 

Panai 1" ensemble des polymeres CHUBS , certains raiment 
15 une autre prcpriste de l'heparine qui consist© en une 
stabilisation, protection et potentialisation de 1* activity 
bioiogique in vitro des facteurs de croissance de 2a families 
FGF (Tardieu et coll , Journal of Cellular Physiology, 1992 ,130 
pages 194 a 203} . 

20 Le brevet FR 2 644.066 deerit 1 'utilisation de certains 

CMDBS asscci«s aux FGF pour la cicatrisation de la peau et de 
la cornee. Des experiences ont ete realisees en provoquant une 
blessure cutanea a 1'aide d'un eaporte piece de 6 ass de 
diaaietre chez le rat. Dans cet exemple, le CMBBS associe an 

25 FGF 2 permet d'obtenir un effet net sur la vitasse et la 
qualite de la reparation de la peau. 

Un autre biopolymere, le dextrane sulfate a egalement 
ete propose en association avec des FGF, cosmie st&bilisateur 
et protecteur, dans le brevet Japonais H* 13890. Le dextrane 

30 sulfate est par ailleurs largement utilise dans des pommades 
ou cremes cicatrl santes de la peau ainsi que dans des 
compositions de collyre, mais n'a aucun effet repcrte & la 
connaissance du deaandeur sur la cicatrisation et ou is 
regeneration de lesions du tractus digestif, 
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IM autre agent, ie sucrose sulfate ester et son sel 
d' aluminium Ie sucralfate sent des prc-duits deerits et 
utilises comme agents de traitement des ulceres et lesions da 
tractus digestifs (Srevet US 8*3,432, $8SS at daxis differentes 
5 ■associations et cosipesitiens pharmaceatiques decrites dsns 
une serle de brevets (US N*s4975281, 4885281, 5013557, 
5IS437S, S19S40S, 5240710 et »»' 102488 et K* 505588). 

Les tissus du tractus digestif sent particulleresaent 
riches en facteurs da croissance et plusieurs auteurs ont 

ID decrit Is presence et/ou 1 'action des FGF et TGF beta d&ns/sux 
les cellules enterocytes ou 1' action cic&trisante de ces 
facteurs dans des lesions des tissus du tractus digestif ainsi 
gue la presence ou 1* action d'autres facteurs de croissance 
presentant une af finite pour I'heparine ou 1' heparans tels les 

15 PDGF AB ou BS ou I'Hepatocyte Growth Factor (USK0IHE NS? LSUHG 
HY; GULLICX WJt Growth Factors in the Gastrointestinal tract; 
Gut 1992, 33, pp. 1297 a 1300; Di GULXSTTA A, HERVADA '7; K&SBf 
RV? LESH £As Effect of platelet derived growth factor SB an 
indontathacin-induced gastric lesions in rats? Scand J. 

20 Gastroenterol 1992, 27, pp. 673 a S?6; T&JAG&SGU M et coil. 
Hepatocyte growth factor Induces mitogenic reaction to the 
rabbit gastric epithelial ceils in primary culture? Biocheseu 
and Siophys. Res, Coma, 1993, 191? 528-534.; MUST0S et coll. 
Differential acceleration of healing of surgical incisions in 

25 the rabbit gastrointestinal tract by platelet derived growth 
factor and transforming growth factor beta? Surgery 1998 , 10S 
pp. 324 to 330? Xat&yama M; Kan Ms Haprin-binding { fibroblast) 
growth factors are potential autocrine regulators of 
oesophageal epithelial cell proliferation, In Vitro Cell, Dev. 

30 Biol. 1991, 27, pp. 533 to 541), 

II ressort done de 1* analyse de I'et&t de la technique 
que des polymeres ont deja ete utilises en association avsc 
des facteurs de croissance sur certainas lesions d 5 un type 
bien precis de tissu, ie tissu cutane. 
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Du fait de 1 ' imprevisibilite des effats iherapeutiques 
d'une molecule donnee, il n* eta.it evident que ces polysaeres, 
seuls , et non assoeies a des facteurs de crciss&nce, puissent 
avoir un effet sur d'autres tissus que ceux de la peau. 

En effet, il est bien coram que les different* tissus 
du corps humain ou animal presentent des specificites tant 
structureiles que f onctionneiles qui rendent impossible touts 
prediction quant a 1' effet de la molecule, connue pour son 
effet sur le tissu cutane, sur les tissus du tractus digestif. 

Ceci est d'autant plus vrai que les tissus du tractus 
digestif et les tissus cutanes par exenple sont d'origines 
erabryonnaires differentes. 

De xaeme, il est bien connu qu'il est impossible de 
predire i'activite in vivo d'une molecule sur un tissu 
particulier a partir de resultats obtenus in vitro sax un 
tnodeie experimental specif i que. 

Tous ies autres medicaments c annus dans ce domaine, 
comme les anti-ulcereux agissent en protegeant la snuqueuse par 
des gels anti-acide, par des inhibitions des secretions 
d' acids gastrique ou par action anti-recepteur H2. 

De maniere surprenante, il a ete trouva, selon 
!♦ invention, que certains polyraeres ent un effet tres marque 
sur la vitesse de cicatrisation et des lesions des tissus du 
tr actus digestif ainsi que sur la quail te et la solidite de 
ces cicatrices. 

II a en outre ete nsontre que des doses tres faibies de 
ces polymeres perraettent d'obtenir des effets ther&peutiques . 

La presente invention a pour objet une utilisation d'au 
moans un polymers ou d'un biopolymere, appeles HBGFFS>, 
protegeant specif iquement les facteurs de crolss&nce des 
families des FGF et TGF beta de ia degradation trypsique et 
n' inhibant pas de manlere significative la coagulation, pour 
la fabrication d'un medicament pour le traitement des lesions 
du tractus digestif, et des tissus derives secondaires et 
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primaires de I'endoderme et du mesoderms. 

Un tel polymer© presents partiealierement une activite 
ant.i-coagula.nte inferieure a 50 unites intem&ticnales par mq 
£& polymer© mesaree selon Mali let et al. (Mel. Immunol, 1S88, 
S 25, 915-923). Avantageuseraent il potentialise les FGF in 
vitro. 

Prefarentiellement, il n ( active substantial lament pas 
le systeme da complement, c'est-a-dire gu ' il possede una 
activate anti-complement superieure & 0,5 uq pour le CH50 
10 {selon Mauzac et al, Biomaterials, 6, 61-63,1365} 

Avantageusement, I edit pclymere oa biopolymere est an 
polysaccharide qui peat etre compose principalesaent d© residue; 
glucose. 

II peat aussi cowprendre des res Idas glucosamine et/ou 
15 d'acide uronique, partiealierement sous la fence de dimere 
giacosamine-aca.de uronique. 

Des polysaccharides particalierement preferes sont des 
dextranes sabstitues, des gly cos ami nogly canes f eventuellement 
associes a an lipids, un peptide oa un pretide au des sulfates 
20 de ess polymeres. 

Un tel pclymere presente avantageuseaent ua poids 
saoleeuiaire d'au moins 10 kDa et preferential lament d" environ 
40 kDa. 

La presente invention est en outre relative a une 
25 composition pharmaceatigue contenant ces polymeres . 

Les polymeres et/oa biopoiymeres peavent etre 
selectionnes a partir de substances natureiles qui peuvent 
ensuite etre eventuellement modifiees par additions de 
groupements chimiques appropries, oa encore etre obtenus 
30 entierement par synthese . Ces polymeres naturals , semi 
synthetiques ou entierement synthetiques sont ensuite 
selectionnes sar la base de leurs capacites a interagir 
specif iquement avec plusieurs facteurs de crolssance notamment 
ceux de la famille des FGF et des TGF beta. lis sont egaiement 
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seiectionnes sur leurs capacite a proteger ce ©a ces facteurs 
centre des degradations proteolytigues «. Ces pc-lymeres seront 
aesignes sous le sigle generique de HBGFPP (heparin binding 
growth factor protectors and promoters } > S&ux prototypes de 
5 ces polymeres ou bio poiymeres sont donnes comme examples 
ainsi que les precedes et criteres de selection de ces 
poiymeres : 

Le premier exemple de HBGFPP appartient a la fa»ma 
des CMOBS qui sont des produits connus , a savoir des dextranes 

10 biospecifiques fonctionnalises, substitues par des resldus 
c&rbaxyraethyie, bensylaad.de et benzyl amine sulfonate. Ces 
polysseres illustrent I'obtention de HBGFPP a paxtir de 
produits naturals (dextrans) subsequematent chimiquement 
substitues. Le deuxieme exemple deerit la selection de 

15 produits compietement • naturals comme les 

proteogiycosaroinoglycannes sulfates purifies a partir 
d'extraits tissulaires, 

Ces deux examples illustrent les capacites de ces 
HBGFPP a d'interagir, a stabiliser, a proteger et & 

20 potentialiser les facteurs de croissances des families FGF et 
TGF beta et leur utilisation dans una coasposition 
pharmaceutique permettant la protection, la cicatrisation et/ 
on la regeneration de lesions de toutes origines affectant le 
tractus digestif de la cavite buccale a i'extremite anale. 

25 On entend, dans la presence demands , par traitement 

toute operation curative ou preventive ef fectuee pour 1& 
prophylaxis et la cicatrisation de lesions du tractus digestif 
que ces lesions sclent de types ulcereux superficiels ou 
profonds et quelle qu'en scit i* origin*, «t/ou la 

30 cicatrisation des perforations et/ou des coupures ou decoupes 
chirurgicales ainsi que des anastomoses effectuees sur Iss 
regions appropriees du tractus digestif. 

Un medicament ou une composition pharmaceutique selon 
1* invention contient une quantite efficace de HBGFPP par 
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example cm CMDBS associe a an an plusieurs vehicules 
compatibles et pharmaceatiqueaent acceptables. 11 peat eire 
egalement associe a des agents pharmaceutiqaes cossse des 
agents antiinf lammatoires „ antibacteriens , antifongiquas ou 
5 des gels, emplatres, oa pansements anti-acide, agents anti 
receptears K2 ou anti pompe a proton utilises en traitement 
d'uieeres gastriques, ainsi qu'a des agents couraaasaent 
utilises en soins buccaux et dentaires ou pour le traitessent 
ties hsssorroides. 

10 Avantageusement, an tel medicament est conga pour etre 

directement absorbe par voie orale ou depose sar ia lesion si 
celle-ci est directement accessible notasassent dans les lesions 
buccales oa rectales ou encore Xors des interventions 
chirurgicales en deposant ou imbibant les extreraites des 

15 tissus avant: de les recoudre o« de les recoller ou d 8 ef fectuer 
dss anastomoses. La dose anitaire est de 10 a 2500 de CMBBS 
ou de HBGFPF par ml. 

Le vehieule peat etre du sertaa physiologique ou des 
tampons teis que le PBS, contenant NaCI 0,15 Hoi aire ou tout* 

20 aatre sorte de solution compatible et non irritants pour Is 
tissu lese. Des formulations permettant d'obtenir des 
solutions pateuses ou en gel oa en aerosol seion les 
techniques courantes connues de i'homae de I'srt peuvent etre 
proposees selon le type et 1 'accessibilite de ia lesion. 

25 Mnsi, pour les lesions directement accessibles cosame 

des aphtes baccaux, des lesions de la iangue ou de la voute 
palatals ou des gencives et de 1 ! ensemble des tissus de 
support des dents ou de la gorge, la composition peat 
s-'appliqaer soas forme de solution, de saspension, d'aerosol, 

30 de poudre, de gel, d'ongaent oa posunade, de pate ou cress© 
geiatineuse.. de dentifrice de fixatif dentaire d 5 implant 
periodontal de pate a maeher, de tablettes eff ervescentes ou a 
sucer et peuvent egalement s'appliguer a 1 5 aide d'une petite 
pipette ou d'une spatule ou d'un pinceau. L'effet de la 
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composition deer its dans la present© invention »st imm 
gnerison des lesions; que celles ci selent d* origin* 
accidentelles comme des coupures ou des brulares tftermiques est 
chissiques ou d'origines microbienne, fimgiques ou virale (sous 
S reserve pour ces origines «jue la cause de la lesion soit 
egaleasent traitee par ana association avee des agents anti 
■snicrohiens, antif ongiques ou antlviraux) ou encore d'aatres 
origines pas tea jours identif iables ou eonnues ou enfin des 
lesions eonseeutives a une chimiotherapie ou radiotherapie 

10 Be js§»s pour des lesions, stalsdies ou irritations 

anorectaies , is composition ofojet de cette invention, offre %m 
traitesient qui reduit 1 ' inf lastisation, 1 'irritation, les 
desiangeaisons, le gonflement des tissus, et la s-ossff ranee 
causees par les maladies anorectales et conduit ces lesions 

15 vers la guar i son en favorisant la reparation at la 
regeneration des tissus « Les ssaladies anorectales coiicement 
les regions perianales, le conduit anal et le recta® at 
incluent les ftessorrheSdes dont les causes peuvent ttra 
extrenseraent variees coaiae la constipation, la diarrhea, la 

20 grossess«, les infections anales, les carcinoses rectaies 
ainsi que d'autres descrdres comae les fistules et fissures 
anales dont les causes peuvent etre diverses parfois induites 
par la chimio ou la radiotherapie. De mesne que pour les 
lesions des vales sapexieares du tractus digestif, les 

25 lesions anorectales sont directement accessibles et la 
composition peut s'&ppliquer en solution, ©n suspension, sous 
forme d' aerosol, de poudre, de gel, d'onguent ou posroade, do 
. pate on crease gelatineuse, de suppositcire et a i'aide d r una 
petite pipette oa d'une seringae dont 1'emboat est introduit 

30 dans le conduit anal ou d'ane spataie ou d'an pinceau ©a de 
tout autre moyen approprie . 

La composition peat etre associee avec d* autre® 
compositions habitue llement atilisees pour le traitestent des 
maladies anorectales et dont la lists nan exhaastive a et® 
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publiee par I 'administration aasericaine federal© des 
medicaments (FDA) dans une jnonographie ff 45 35S7S du 2i Mai 
1980. Cette monographie deerit plus de 75 ingredients classes 
par families comae des anestnesiques Xecaux, das 
vasoconstrieteurs, des proteeteurs, das anti irritants, das 
agents; astringents, des agents de cicatrisation, des 
antiseptiques, das keratalytigues et das antichoXinerg iques . 

Las resultats obtesras par 1" application de M prsseRt® 
composition sont sans commune me sure avec eeux ontenus avec 
las produits existants y cempris las compositions a base da 
sucralfate comme elles sont decrites dans la brevet US K*S IBS 
405 du 23 mars 19S3 pour Xe traitement des hemorroSdes oti dans 
la demands US N*524Q?GXO {DK102488 et DK5 05588 } . dose de 
produit CMDBS ou KBGFF utilise* correspond selon la surface de 
la plaie a une fraction d'une solution de depart de 10 a 2500 
ug par millilitre fee qui pour une application local® sur dm 
piaies couraBtes implique one depose rarement superieure M 
quelques centaines de aicrolitres de la solution) cette. dose 
etant | appliquee una ou deux fois par 24 heureSi Las 
compositions utilisees de sucralfate sont de 0.01 & 5% (selott 
le brevet US N° 5 195 405 } soit au mcins 10 fois superiaures 
a ceils* decrites dans la present® invention et las effets 
decrits dans tous Xes exemples de ce brevet US Hf"S 196405 sont 
obtenus a partir de compositions 50 milligrassBes par 
miiiiiitre. 

Pour les lesions du tractus digestif nan aisement 
access ibles par voie topique la voie d s administration de la 
composition est soit la voie orale soit la voie rectale. La 
presents composition a base de HBGFP est effective pour le 
traltemsmt des lesions da pharynx, de l'*stowae, des 
oesaphages, du duodena** de I'intestin grele ou du colon. A 
titre d 1 exemples nan exbaustif des lesions pouvaiit sire 
traitaes avee benefice par les compositions a base de BBGFF 
faisant I'objet de la presente invention on peut clter des 



9 



2716023 



lesions da la mugueuse de parties du traefas digestif 
provoqp*ant des ulceres comma les ulceres aeides gastriques 011 




pancreas, les glandes salivaires, I s adenohypopfc 
*a les derives pharyngiens et respiratoires , par 
broaches , les poumons, les plevres, 

Les HBGPP peuvent done etra preconises ! 



1 rectecoUtes heatorragiques, on la maladie de Crohn, 
L f activite stiaulatrice de la reparation des tissus d» 
10 tractusl digestif peut etre egalesaent envisage* pour d'autres. 

: derives prim&ires ou secondaires de l'«ndo4ern» et dw 

pie 16 i 

le 

IS les 

reparation des lesions de toutes origines affectant cess aotres 
tissus derives primaires ou secondaires de 1'endodenae et du 
{lesion trausnatique indoite par la cMrurgie: Ott par 



tnesoderme (lesioj 
dees pathologies 



linitee 




La figure 2 ilXmU 
ologigue des FGF1 (2a) 



, de I'&ctivite 

25 biologique des FGF1 (2a) et FGF2 (2b) par I'heparihe, le 
mesoglycane et le sulodexide. La aesure de I 'activity 
biologilque est effeetuee sur des cellules CC&39 par la mesure 
de i'adfaeistation de 1 'incorporation de thymidine tritiee en 
fenction de la dose de FSF1 et de FSF2 ajoutee ssule ou en 
30 pres 



Les figures 3 et 4 iilustrent I'effet protectee de 
jlycane et du sulodexide contre xam 
dti FGF1(3> et FGF2 <4). Les echantillons 
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de TQf sent incubes seals au en presence de 20 #g d 'heparin© » 
da 10 de mesoglycan ou de 10 jug de sulodexide a 2tf € (a) et 
37*C (b) pendant 1, 7, 15, 30 jours. La asesure de X'&ciivite 
Mologique presentee en abscisse correspond aux, valeurs des 
5 unites de stimulation (F.D50) de X' incorporation de thymidine 
tritiee dans des cellules CCL39 . 

La figure 5a illustre l'effet protecteur de 1 'heparine, 
du snesoglycane et du sulodexide centre une degradation 
proteelytique du i25 J-FGFl, La digestion proteolytique a ete 

10 effectuee a 3?'C et les echantillons ont ete s spares par 
electrophcrese sur gel de pelyacrylataide a 18% . Les gels sent 
seches et autoradiographies. La premier© piste contient le 
125 X~FGFI seul, dans la deuxieme {piste 2} le 12S X-FGFi est 
incube en presence de trypsine et d'hep&rine {piste 3), de 

15 mesoglycan (piste 4} ou de sulodexide (piste 5). 

La figure 5b illustre l'effet protecteur de 1 'heparine, 
du mesoglycan et du sulodexide contre sine degradation 
prcteolytique du l25 X~FGF2. La disposition des pistes est 
identique a ceile presentee pour le * 25 X-FGFX en 5a. 

20 SXS8FLE 1 ; Preparation et selection des CMDBS 
a) Preparation des.CMDBS 

Les CMDBS sent des dextranes suhstitues par des 
grouperaents carboxymethyl , benzylaaide et bensylaioide 
sulfonate. La methods de synthese des CMDBS peut etre cells 
25 dicrite par M.MAU2AC et J . J0S2F0NV2CZ dans Biomateri&ls 
1984,5,301-304, 

Selon ce precede, le carboxyl saethyle dextrane {CMS} 
est prepare a partir de dextrane par substitution de quelques 
unites glycosylees avec des groupes carboxyl iques sur le 
30 carbone en position 5 ou 6, 

Dans une deuxieme etape, la benzyl amide est couples aux 
groupes carboxyl iques pour former le carboxyiaethyi-benssylaraide 
dextrane (ou CKBD) . Enfin quelques noyaux arosatiques du 
benzylanu.de sont sulfones pour aboutir au csrboxymethyle 
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dextrane benay lamide sulfonate o« CMBBS. 

Les sels de sodium de ces derives sent ultraf litres , 
lyophilises et dissous dans Is tampon approprie av&nt 
utilisation. 

5 La forsmle generals des CMDBS est representee sur la 

figure 1. 

Les CMSBS possedent une distribution statistique des 
differents substituants . Les pourcentages pour cheque type de 
CMBfiS sent determines par les methades classiques. 

10 Selecti on des CMPBS 

irTests de protection et de stabilisation des FGFs 

Lors de la synthase des CMBBS 11 est possible d® 
controler le taux de substitution de chacun des groupeiaents 
par modification des conditions de la reaction de 

15 substitution. Le ccntrole des parametres coasae la temperature f 
is temps de reaction, les concentrations relatives des 
const! tuants et le norobre de reaction de substitution etc . » . 
permettent d'abtenir un tres grand nombre de polymeres 
substitues. La substitution des hydroxyles par 1® 

20 carboxyisethyl sur les carbones en position 5 et 6 persast 
d'obtenir des taux de carboxyraethylation ftlXant de 0 a 200% 
(100% pour chacun des carbones en position 5 et 6). Le 
groapement carboxymethyl peat etre a son tour partiellement ou 
totalesnent utilise pour la fixation de la benzylaside. Les 

25 groupes benzylamides peuvent etre partieilesaent ou totaleiaent 
utilises pour la suifonation. Les dextranas substitues 
fonctionnalises utilises selon 1* invention sont p&rmi ceux 
speciaiement decrits dans le brevet francais n* 2. 4 SI. 724. 
Outre la capacite a stabiliser et proteger les facteurs de 

30 croissance de la f ami lie FGF coarae decrit dans la publication 
de Tardieu et coll J. Cell .Physio. 1992 150 p 134 a 203 ? et 
dans ie brevet Frangais H* 2.461. 724 ; le CMDBS selectionne doit 
pcuvcir interagir avec au moins un snerRbre de ia famille des 
facteurs de croissance de la faasille TGF beta selon une 
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m£thode devaluation dedrits 
beta contra une proteolyse. 

jJL^gvalMUPn .ags capaeites d ' interactions entrg. 



L de la famille ^ ,,b|ta s , 

la capacite de certains CM&BS a 
les MMferss da la famille TtSF Sit* et de par 
cette interaction pxoteger les TGF bits, an test de cribiage & 
Ce test consiste a mesurer la capacite da CMBBS 
ettre au TGF beta de gardes wan activite 
biologigue malgre un traitement pro teas! que. 

le tm®$ utilise est le lot 
substitution de 110% de mUts 
earboxyaethyles, 3,8% de motifs bertaylamides et 3S,5% de 



Afin de w 
interagir avec les 
cette intexacti 
ete etkfeXi, Ce 
selectionne a 
biologigue male 

Dans i' example ci dess* 
25.2 dafini par un taux de 





s). V activite 
1,1 jug de CS2 
cites) . 
L'heparine utilise© 
etablissejaents Sanofi . (Institut Choay) et 
activite anticoagulante de 175 UI/»g 

prepare a partly d 

publications et courassasent utilises pax 2 s home de 
I 'art,; par exempls dans la publication Growth Factors and 
their Receptors 1S92 , vol. 1 PP 419-472 par A. Roberts et 
M. Sports edite par A. Roberts et M.Spora et publlie par 
Springer Verlag Berlin, he test d' activite biologigue da 'TGF 
beta utilise dans cet exemple est celui de V: 
eroissanca des cellules CCL64 {provenafit de V< 
Culture Collection) . Cette inhibition est mesuzee par la 
capacite da TGF b a inhiber 1 ' incorporation de Thymidine 
tritiee d'una taaniere dose dependants dans ces cellules CCLM 
stimulus par le facteur de eroissance FGF ou par du serum de 
ve&u foetal selon le protocole deerit par Van Solen dans 
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Progress in Growth Factor Resagch, 1330 ,2 p, 111 a 152. Le 
TGF beta est utilise a deux doses, i'une eorrespond&nt a is 
capaeits d* inhibition de 50% de ^incorporation de T&ymidine 
triti.ee (definie comme 1 'unite d'activita inhibitrice) 
5 i 'autre,, correspondent a la capaeite d* inhibition de 100%* 
Dans est exemple les valeurs obtenues sent de 250 pg de TSF 
beta pour obtenir 1* unite d'aetivite d' inhibition sur lee 
cellules CCL64 cultivees dans I ml de milieu de culture * Le 
100% d 1 Inhibition est obtenu avec ing de TGF beta dans 1 sal de 

10 jail leu de culture, 

Un echantillon de SOng de TGF beta dans du tampon 
phosphate sal in contenant 0.1% de senus albumine bovine 
{.provenant de la societe SIGMA a Saint Louis XSSA) est incub® 
seul, ou associe soit a 5000 ug de CMDBS, soit a 500© j*g 

IS d'heparine, avec ou sans 500 ug de trypsine. Le volume final 
d© la solution ineubee est ajuste a I ml et 1* incubation est 
©ffeetuee & 3?"C durant un tessps variabl* (10 ssinutes dans 
I'sxersple decrit tableau I}. 

Ifes echantillons d'un volume de 20 jil de ch&cane des 

20 reactions d* incubation sont preleves et ajoutes aux cellules 
€GI>£4 cultivees dans des plateaux de 24 puits contenant 
chacaas un millilltre de milieu de culture selon le protocol® 
decrit par S.2ohlen raentionne ci dessus. Bans ces conditions 
la concentration finale de TGF beta par puits est de lag/ml. 

25 La tableau 1 resume les xesultats obtenus dans diverse® 
conditions et reontre I'effet protecteur du CMDBS » Mnsl apres 
18 mn d* incubation a 37 'c^ 75% de I'&ctivite biologiqu© du TGF 
beta est encore presence, alors que 1'beparine qui pourt&nt 
peat se fixer au TGF beta {Mac Caffrey et al,, J. of Cell 

30 Physiology, 1932, vol, 52, 430-440} ne protege pas le TGF beta 
centre cetta degradation proteolytique (il reste mains de 20% 
d 'activlte Mologique) * II est a rappeler que dans le c&s des 
FGFs I'fteparine assure une protection contra la preteolyse 
induite par la trypslne.^Tardieu et Journal of Cellular 
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Physiology, 1S92, 250? 194-203). 

II & ete verifie que 1© CKDBS n'&vait pas d© pouvoir 
inhibiteur sur I'activite de la trypsin© ( table AU 2), Mnsi f 10 
pg de trypsin© tmt ete incubes soit avec un substrat (s.S? 
5 fourni par la societe Serbio, Paris at utilise selon les 
recontmaadations de ce foumisseur} ou soit avec ce substrat et 
un inhibiteur rie la trypsin© tel celai provenant du soia 
{cosbss ie Soyabean trypsin inhibitor ou STI de ehes Sigj&a) e©s 
incubations etant faites en 1' absence on en presence de 

10 quantites variables de CMDBS (lot AX26). L'activite 
enzymatique de la trypsin© a ©ie mesuree par absorption 
spectrophotojnetrique du produit de trans formation du £ 8? en 
fonction du teaaps d ' incubation . 
Sxempie 2: selection d'autres HBGFPP ; 

15 Deux preparations commerciaies de prcteoglycosaminogly- 

eanne et glyecsaffiinoglycannes ont ete selectionnees salon 
leurs capacites a in t tragi r avec les facteurs de eroissance d© 
la famille des FGF ainsi gu * avec ceux de la famille das TSF 
beta. 

20 Le ntesoglycane et le sulodexide ont ete f ournls par la 

Societe Sigma Chemical Co , Saint Louis HO USA. Leuxs 

proprietes sont resumees dans le tableau 3. 

Les cellules utilisees dans cat example sont las 

cellules CCX33 qui proviennent de X 'American Tissue Culture 
25 Collection. Les conditions de culture et de tests de ssesure 

d'activite Molcgique des FGFs sont les semes que celles 

decrites cans la publication Tardieu et coil J. Cell. Physiol. 

1992. Les facteurs de croissance FGF utilises sont les formes 

recorabinantes FGF1 et FGF 2. 
30 aj Sffet du roesoqlycane et sulodexide sur I'activite 

hiolooictue des FGFs in vitro. 

Dans ces experiences le FGF1 ou 2 ©St utilise a une 

dose correspondent a la dose efficace (note© ££s50) pour 

induirs una stimulation de I'activite bioiogique de 50% de la 
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dose induisant la stimulation maximale .L'aetivite biologique 
est ssesuree par la capacite d'induire une augmentation de 
1' incorporation cie thymidine tritiee dans les cellules selon 
les protocoles Xargement deer its dans da ncasbreuses 
5 publications dont cell© de Tardieu at coll mentiannee 
precedemment et egaieaent dans le brevet francais H'2 £44 OSS. 

Dans cet exesaple I'EDSO est de 5 ng/al pour la FGF1 at 
de 3 ng/ml pour le FGF 2, valeurs aesurees experisusntaiement 
(Figs. 2a et 2b). I>a meme experience de stimulation en Sanction 

10 de la dose de FGF est effeetuee en presence de 10 .ug/al da 
Mesogiycanee ou de Sulodexide ou 20 ag/ml d* Heparine. La 
figure 2 montre que dans ces conditions X'WBSO deviant 0.4 
ng/ml at 0.2 ng/al respect! vement pour les FGF1 et FGF2 as 
presence de ces doses de mesoglycanee ou d< Heparine. Outre 

15 cette capacite a potentialiser X'activite biologique des FGFs 
les HBGFF? protegent les FGFs centre les degradations 
thermiques ainsi que contra 1 'inactivation induite par I s 
action proteolytique de la trypsine. (Figs. 4 et 5} » De 1& aeme 
maniere ces HBGFPP protegent FGF1 et 2 centre una inactivation 

20 induite par i'activite proteolytique de la trypsine (Figs. 5a 
et 5b) , 

P) Migts protecteurs du mesoqlvcane, du sulodexine, du 
dexMm&s du dejetrane Sulfate et de la sucrase vis-a-vis des 
TGFbeta. 

25 Flusiaurs autres composes ont ete evalues : le dextrane 

sulfate (Sigma Chemical, de poids jaaieculaire 4Q.OOO, le 
dextrane ayant servi a la syn these du CKCBS (ega lament de chez 
Sigma) de la sucrase ou sucrose octasulfate (fournie par D. 
Bar Shalom, Societe BUKH MEDIC , au Danemark) . Certains de ess 

30 composes ont ete choisis car lis protegent et st&Mlisent les 
FGF tels que la sucrase se confere au brevet US W 5202311 ou 
le dextrane sulfate se confere au brevet japenais n" 138 
907/88) . Le dextran est celui qui a servi a la synthase du 
CMDBS AM26. 
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L 1 experience de protection d© I'activite biologique des 
TGFbeta a ete realise© de la aesae maniere qu'avee les CMSES 
ainsi que deer it dans 1 ' ©xemple 1 ii. Le xselange d ' incubation 
ccntient 50 ng de TGF beta {dans 0.1 % d 'albumin® serique de 
5 bovin) et da la trypsin© (50G jug) . Le Mesoglycanee ou le 
Sulcdexide on le dextran sulfate ou 1® dextran ou la sucrase 
sent utilises a la dose de 5000 ug. 

L'Activite biologique du TGFbeta. est asesuree coma® 
decrit ci-dessus apres vine dilution, de 50 fois et en utilis&nt 
10 des cellules CCLS4. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 4. 

Ces resultats i litis trent qu'a 1' exception de certains 
CMDBS c&pables de repondre aux deux criteres de selection vis- 
a-vis des FGF at TGFbeta seui parmi les autres composes testes 
15 le raesoglycanee presente une activity protectrice 
significative pour les TGFbeta. 

Sxem ple 3 ; sffet cicatrlsant du CMDBS sa r les anastomoses du. 
colon 

Le lot de CMDBS utilise dans cet example est celui 
20 decrit dans 1'exemple n*l. Une solution de CMDBS est realise© 
a 50 par sal. dans un serum physioiegigue, Des rats Wist&r 
(Wi/Wi , Xeo , If fa CredoFrance) males pesant 250 a 300 g sont 
anesthssies au penthobarbital sodigue . Une laparctomie 
median© sous oasbilicale est pratiques sur 1,5 cm, La jonctlcn 
25 rectocclique est individualisee puis sectionnae au bistouri. 
Les deux barges de 1 'anastomose sont alors iiabibees d'une 
solution contenant soit du CMDBS soit un tampon physioiogique 
et ce durant 2 minutes * L' anastomose est realise© selon un 
mode terroino-tersiinal en un plan par cinq points separes de 
30 fil de polygl&ctine 910 de diaraetr© 5/0. Las noeuds sont faits 
de 6 boucles. La fermeture parietale se fait en deux plans. 
Les rats sont repartis en deux groupes de ? rats, Les 
experiences sont faites en double aveugie. Les prelevejoents 
sont ef fectues au 2 erne, 4eme et 7 erne jours post operatoire. 
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12 etude de la quaiite de la cicatrisation se fait par ssesure 
de la pression de rupture de 1 'anastomose ssesuree en 
millimetres de mercure .Le colon est sectionne 2 ess de part et 
d ! autre de I ' anastomose , une des extremites est reliee a une 
5 saringue autopousseuse qui injecte de I'eau a debit fsible et 
constant, 1 'autre extremlte est reliee a un saanometre *L& 
press! on est enregistree en permanence sur un rouleau de 
papier. X2 analyse du trace permet de determiner la pression d® 
rupture. Les valears obtenues sont presentees dans le tableau 

10 5 ci-apres. 

Conclusions: Au 2eme jour (48 Heures apres i ! operation) 
un© difference tres nette , de 1'ordre de 3 fois superieure, 
est mesuree entre les forces de ruptures des anastomoses 
effectuees avec et sans traitement &u CMDBS. Cette moyenne est 

15 statistiquement significative (p < 0,05 } . Au 4 erne jour cette 
difference est netteaent snoins important© et correspond a une 
resistance augmentee d* environ 10 % en faveur des anisaux 
traites au CMDBS . Au 7 erne jour on n " observe plus de 
difference avec ou sans traitement, L' interet d« traitement &« 

20 CMDBS apparait evident pulsqu'il persist d'assurer une solidite 
Men accrue de I s anastomose au tout debut de la cicatrisation 
qui est prscisement le moment crucial ,Sn effet les risques de 
rupture de 1' anastomose apparaissent toujours dans les tous 
premiers jours 

25 Bjtemele_4_i 

Sffet cicatrisant „du CKBBS da ns „ d es . colites induites p ar 
I'a cide acetioue. 

Des grcupes de 8 rats males Sprague Dawley, d' environ 
200g .sont mis en jeune hydrique 24H avant I'esssi. Le lour du 

30 test, les animaux sont anesthesies au pentobarbital ( 30 
mg/kg} par voie intraperitoneale. Apres iaprotomie, une 
instillation colique de 2ml d'acide acetique a 5% est 
effectuee a 2cia du caecum. L'acide acetique est i&isse en 
contact 10 secondes puis le colon est rince par 3 ml de tampon 
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Phosphate Saline {PBS} a pH 7. La plaie est ensuite refersaee. 
72 h plus tard, les animaux sont sa.cyifi.es par elongation 
cervicale. Les alteration coliques sont cotees selcn 1® baresse 
suivant: 
5 0: colon normal 
1 : congestion 

2 rnecrose superf icielle de la sauqueuse 
4:necrose importante de la mugueuse accompagnee d&oadfee 
5: perforation 
10 Traitement: 

Un premier groupe controle de six rats ne recoit pas de 
traitement. 

Vr deuxieme groupe recoit 50 jt*g d'une solution aqueuse 
de CMDBS (lot AM2S), administree par vole orale satin et soir 
15 pendant les trois jours. 

Un troisieme groupe revolt du Sucralfate (cossaercialise 
sous le nam d'ULCAR laboratoires pharsaaceutiques F&bre) . La 
dose utilisee est cells recosauundee par ce foumiseur (500 
mg/Jcg, soit lOOmg par rat) par voie orale 2 fois par jour 
20 pendant 3 jours. 

Analyse sta tistiguej, 

Pour chaque lot d'anisaaux, la ssoyenne et I'erreur 
standard ont ete calculees. La comparaison statistique est 
effectuee a X'aide du test non parasaetrique de White , par 
25 rapport au teaoin. 

Les resultats sont presentes dans ie tableau 6 ci~ 

apres . 

Comne i'illustrent ces resultats f le CMDBS reduit 
d'environ 75% ? {effet signif icatif , p<0.05} la gravite des 
30 lesions coliques induites par X* acids acetique . En 
comparaison le sucralfate n'a pas d'effet significatif sur is 
cicatrisation de ces ulceres. 
Exemple 6 . 

Compositions a bass de HBCPP. 
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Dans les examples 4 et 5 decrits ci-dess«s le CMDBS est 
en solution aqueuse saline tamponnee (tampon PBS) ou sirs® 
physiologique a des concentrations de 50 uqf&L. 
V administration est locale ou per as; alia peut etrs 
5 intraveineuse . D ' autres compositions peisvent itre propose-as 
sous reserve que la dose da CJ4DBS atteignant le site da la 
lesion soit comprise entre 1 et 1000 fig. 
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2.1 

£.tfet..r:.on..i.iihi biteur du CMDBS vis-a-vis 
de la tryiasine 



Trvesinc ClC'as/alH SS? 


LOO 




iOO 




!00 


Trypsisc*S87*5005S5'mJ 

cvinns 




TTYi>sjnc+SK?+STHl 


0 
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TABLEAU 3 :■ 

Origine f actiy lta ant icoagulants et composition 
oartielle du Hesoqlvcane et du Sulodexide 
(informations du fournis seur 





Sulodexide 


Mesoglycane 


Origins 


duodenum 
de pore 


aorte 


Activiite 
anticoagulants 


50-70 IU/mg 


< 50 IU /mg 


Composition 
chimique 


Derma tane 
sulfate 


20 - 35 % 


25 - 60 % 


Chondroitirte 
Sulfate 


2-7% 


3- 15% 


Heparans sulfate 
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TABLEAU 4 

Protection. du TGFb ata par divers polymeras 



IGFhctn iqo% 

TGF beta + trypstnc Q 

TGF beta + mcsogiycanc 100 

TCP beta + mc80«lycanc+ trypsinc 50 

TG Fbcta-r suiodexi nc j qq 

TFG beta + sulodcxinc ^trypsinc 20 

TG F beta 4- Dextranc j qq 

TG F beta + Dexiranc+ trypsinc 0 

TGF bcta+ Dcxiranc Sulfate { 00 

TGF beta + Dextranc SuJfatc+trypsinc 0 

TG F beta +Sucrase j qq 

TGF beta + Sucmsc* try psi nc 0 
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Etude de la cicatrisation de la 
ionction rectocolique 



JOUR I JOURS 4 



10 



15 





TEMOINS 


CMDBS 


TEMOINS ! 


CMDBS 


Predion 


38 


48 


112 


138 


de 


20 


% 


140 [ 


140 


rupture 


18 


76 


140 ! 


148 


en mm ck Hg 


35 


53 


121 


144 




20 


82 


98; 


156 




IS 


65 


108 \ 








50 






moyenne 


22,45 


67,28 


119,8! 


144,8 


sdt 


8,33 


16,87 


15,77: 


6,88 


n 


6 


7 


$\ 


5 



TA BLEAU 6 

Eff.et du CMDBS sur des oolites inriui-.es 
25 oar_L'a cide aceticp ie 

Traitement Scores d" alteration 

Terrains 2.83 ± 0.48 

CMDBS 50^-g/rat per os 0.70 + 0.37 

Sucralfate 100 mg/rat per os 2,25 * 0.4 8 
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1. Utilisation d*au mains xm polymers ou un 
biapclymere, appeles HBGFPP , protegeant specif iquessent ies 
facteurs de croissanee des families des FGF et TGF beta de is 
5 degradation trypsique et n'inhibant pas de sss&aier® 
significative i& coagulation, poor Is fabrication d'un 
medicament pcur le traiteaent des lesions du tractus digestif 
et des tissus derives prisnaires ou secondaires de 1 * endodersse 
et du mesoderme. 

10 2. Utilisation seion la revendication 1, caracterisee 

en ce que le polyssere ou biopolysaere present© me activite 
anti-coagulants inferieure a 50 unites Internationales par ssg 
de polymers, 

3. Utilisation selon l*une des revindications 1 et 2 s 
15 caracterisee en ce que ledit polymers n' active 

substantieiieiaent pas le systeme du eos&pleasent « 

4 . Utilisation selon 1 *une des revendications 1 a 3 
caracterisee en ce que ledit polymers potentialise in vitro 
les FGF. 

20 5. Utilisation selon I'une des revendications I & 4, 

caracterisee en ce que ledit polymer e ou biopolymere est un 
polysaccharide. 

6. Utilisation seion la revendication 5 ? caracterisee 
an ce que ledit polysaccharide est principalessent compose de 

25 residus glucose. 

7, Utilisation selon la revendication 5, caracterisee 
en ce que le polysaccharide cosaprend des residus glucosamine 
et/ou d'acide uronique. 

5. Utilisation selon la revendication 7, caracterisee 
30 en ce que le polysaccharide coasprend des dimeres glucosamine- 

acide uronique. 

9. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 5, 
caracterisee en ce que ledit polysaccharide est un dextrane 
substitue. 
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10, Utilisation selon 2a revendicati.cn 5, caracterise® 
en ce qws Xedit polysaccharide est un CHUBS, 

3.1, Utilisation salon des revendicstions 1 I 5> 

caractesisee en ee que 1-ttdit polysaccharide est xsn 
5 g.lycosa&inoglycane, on an sulfate d'nn da ees composes, 
eventual lesaent associe a an lipide, un peptide Ctt on protlde. 

22. Composition pimrmaceutique des lesions da tracts® 
digestif et des tissue derives prisa&ires at secondaires da 
I'endoderme et da mesoderms contenant au jsoins un polymer© tel 
10 que definx dans X'une das revendications I a 11 en association 
avec aa aoins an excipient pharmacologi^pjeaaent acceptable. 

13. Composition seion la revendication 11, caracterisea 
en ce qa'eUe contient entre environ 10 et 2500 m de polyssere 
ou de siopclymere/ial de composition* 
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FIG* I 
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FIG. 2 A 
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FIG, 2 B 
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FIG. 3 A 



FIG. 3 5 



° FGFi 

m FGF-| plus heparin e 
^ FGFj plus mesoglycane 
FGF*j plus sulodexlde 
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FIG. 4 A 



FIG. 4 B 



FGF 2 

FGp2 P* ys heparin© 
FGF2 plus mesoglyeafte 
fQ?2 P^us sulodexide 
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FIG. 5 A 
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